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А
птамеры представляют собой одноце-
почечные, короткие ДНК или РНК оли-
гонуклеотиды (обычно не более 50—60
нуклеотидных остатков), которые благодаря
возможности образовывать сложные простран-
ственные конформации обладают способно-
стью к специфическому взаимодействию с
различными молекулами. Некоторые аптаме-
ры могут также ингибировать функциональ-
ную активность своих молекулярных мише-
ней. Название «аптамер» происходит от латин-
ского слова «aptus» — подходить, соответство-
вать [1—3].
Первичные аптамеры получают с помощью
метода SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by EXponential enrichment, системная эволю-
ция лигандов с помощью экспоненциального
обогащения) путем их отбора из библиотеки
случайно синтезированных олигонуклеотидов
по способности к связыванию с молекулой-
мишенью. Библиотеки со случайной (рандо-
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Аптамеры представляют собой новый класс
олигонуклеотидных соединений, способных
специфически взаимодействовать с различны-
ми молекулярными мишенями и ингибировать
их активность. Аптамеры получают путем отбо-
ра из библиотеки случайно синтезированных
олигонуклеотидов (длина от 20 до 60 нуклео-
тидов) по их способности к связыванию с мо-
лекулой-мишенью. В дальнейшем такие пер-
вичные аптамеры могут быть химически моди-
фицированы с целью оптимизации их структу-
ры и повышения стабильности. Аптамеры при-
нято считать химическими (олигонуклеотидны-
ми) аналогами моноклональных антител, т. к.
они обладают близкими к антителам показате-
лями специфичности и сродства (аффинности)
по отношению к своим мишеням. Аптамеры ак-
тивно используются для создания фармаколо-
гических препаратов. Как фармакологические
субстанции они обладают рядом преимуществ
перед антителами и другими белковыми моле-
кулами. Аптамеры практически неиммуноген-
ны, они синтезируются химическим путем без
использования биологических продуцентов, и
для них могут быть легко созданы антидоты на
основе комплементарных последовательно-
стей. В обзоре рассматриваются работы, напра-
вленные на создание новых антикоагулянтных
препаратов аптамерной природы. Наиболее
подробные исследования, как доклинические,
так и клинические (в рамках различных фаз
клинических испытаний), были выполнены
при изучении аптамеров против фактора Вил-
лебранда, фактора IX и тромбина.
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мизированной) последовательностью ДНК
или РНК синтезируются в автоматических
синтезаторах с использованием на каждом ша-
ге синтеза вместо индивидуальных нуклеоти-
дов их смесей. Случайный (рандомизирован-
ный) участок, как правило, составляет 20—60
нуклеотидов. С обеих сторон он обрамлен из-
вестными последовательностями, которые
нужны для амплификации олигонуклеотидов с
помощью полимеразной цепной реакции
(ПЦР). Каждая такая библиотека может вклю-
чать до 1013—1015 индивидуальных последова-
тельностей. Ключевым этапом является анализ
связывание олигонуклеотидов из библиотеки
с иммобилизованной молекулой-мишенью. На
этом этапе из множества последовательностей
отбирают только те, которые специфически
взаимодействуют с мишенью. Затем отобран-
ные молекулы амплифицируют с помощью
ПЦР. Цикл селекции повторяют несколько раз,
получая в итоге аптамеры с наиболее высоким
сродством к мишени. Впоследствии структуры
первичных аптамеров могут быть оптимизи-
рованы с помощью методов компьютерного
моделирования. Такие процедуры позволяют
сконструировать наиболее короткие аптамеры
с наиболее высокой способностью к связыва-
нию с молекулой-мишенью. Кроме этого, апта-
меры могут быть химически модифицирова-
ны, например, с целью увеличения их стабиль-
ности (см. ниже) [1—3].
Аптамеры по показателям специфичности и
сродства к молекулам-мишеням близки к моно-
клональным антителам. В связи с этим ино-
гда их называют химическими, (олигонуклео-
тидными) аналогами антител. Как и монокло-
нальные антитела, аптамеры используют в ис-
следовательских целях для детекции и блоки-
рования функции биологически активных мо-
лекул, а также в фармакологии — в качестве
субстанций для лекарственных препаратов.
Как фармакологические субстанции аптамеры
обладают рядом преимуществ по сравнению с
антителами и другими белковыми молекулами.
Во-первых, в отличие от антител и других бел-
ков, они практически неиммуногенны и не вы-
зывают аллергических реакций. Кроме того,
они синтезируются химическим путем без ис-
пользования клеточных или бактериальных
продуцентов, что существенно облегчает про-
цесс их очистки. К преимуществам лекарст-
венных аптамеров также можно отнести воз-
можность создания быстродействующих анти-
дотов на основе последовательностей, компле-
ментарных используемому аптамеру. Такие ан-
тидоты могут быть использованы в клинике
при развитии нежелательных побочных эф-
фектов в результате действия аптамерных пре-
паратов. Так как аптамеры быстро выводятся
из кровотока, для создания фармакологиче-
ских препаратов их обычно модифицируют с
целью увеличения стабильности и времени
жизни в крови и других биологических жидко-
стях. Это достигается с помощью введения в их
состав модифицированных и устойчивых к
действию нуклеаз нуклеотидных остатков, а
также защитных химических группировок, ко-
торые обычно присоединяют по концам пер-
вичной последовательности. Кроме того, для
замедления выведения аптамеров через почки
можно увеличить их молекулярную массу, что
обычно достигается прикреплением к одному
из концов олигонуклеотида (обычно 5’) высо-
комолекулярного (10—40 кДа) полиэтиленг-
ликоля (ПЭГ, PEG). Такие аптамеры иногда на-
зывают пегилированными [1—3].
Первым лекарством, созданным на основе
аптамеров, был препарат пегаптаниб (pegap-
tanib) – пегилированный аптамер, блокирую-
щий фактор роста эндотелия сосудов (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) и разрешен-
ный в 2004 г. к применению в офтальмалогии
для лечения влажной макулодистрофии сет-
чатки. В настоящее время на различных стади-
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ях клинических испытаний находятся десятки
аптамерных препаратов, предлагаемых для ле-
чения онкологических, сердечно-сосудистых,
воспалительных и других заболеваний. Для
применения в качестве антикоагулянтов раз-
рабатываются аптамеры против фактора Вил-
лебранда, фактора IX и тромбина [1—4].
Аптамер против фактора Виллебранда
Фактор Виллебранда (фВБ) — это мульти-
мерный гликопротеин (ГП), состоящий из мо-
номерных 250-кДа субъединиц (от двух до не-
скольких десятков) и имеющий молекулярную
массу от 500 до 20000 кДа. Этот белок цирку-
лирует в плазме крови в комплексе с фактором
VIII. Кроме плазмы, фВБ содержится в тромбо-
цитах, эндотелиальных клетках и субэндоте-
лиальном матриксе сосудистой стенки. Синте-
зируется фВБ эндотелиальными клетками и
мегакариоцитами. Основным источником
плазменного фВБ являются эндотелиальные
клетки, постоянно секретирующие этот белок.
Провоспалительная и протромботическая ак-
тивация эндотелия повышает уровень секре-
ции фВБ. Локализованный в сосудистой стен-
ке фВБ также продуцируется эндотелиальны-
ми клетками. Тромбоциты, которые содержат
фВБ, синтезированный мегакариоцитами, мо-
гут секретировать его при активации различ-
ными протромбогенными агонистами. Глав-
ные функции фВБ: 1) обеспечение первичной
адгезии (прикрепления) тромбоцитов к повре-
жденным участкам сосудистой стенки путем
взаимодействия с тромбоцитарным рецепто-
ром — ГП Ib, 2) защита фактора VIII от дейст-
вия протез. При существенном сужении про-
света артериальных сосудов (в результате сте-
нозирования и/или спазма), т. е. в условиях
кровотока, характеризующихся высокими ско-
ростями сдвига (различия в скоростях движе-
ния слоев жидкости относительно друг друга),
фВБ, взаимодействуя с ГП Ib и ГП IIb-IIIa, мо-
жет самостоятельно стимулировать не только
адгезию, но и активацию и последующую агре-
гацию тромбоцитов [5].
Аптамер ARC1779 направлен против А1 до-
мена в фВБ — участка белка, обеспечивающего
его связывание с ГП Ib. Блокада этого домена
предотвращает взаимодействие фВБ с тромбо-
цитами и, соответственно, фВБ-зависимые ад-
гезию, активацию и агрегацию тромбоцитов.
ARC1779 был создан путем модификации пер-
вичного аптамера ARC1172, также направлен-
ного против А1 домена фВБ. ARC1779 предста-
вляет собой ДНК/РНК олигонуклеотид, состоя-
щий из 40 нуклеотидных остатков, многие из
которых модифицированы для повышения ре-
зистентности аптамера к действию нуклеаз. К
3’-концу олигонуклеотида для его защиты при-
креплен инвертированный дезокситимидин, а
к 5’-концу – 20-кДа ПЭГ, как для защиты, так и
для увеличения молекулярной массы аптамера
(олигонуклеотид имеет мол. массу ~ 13 кДА) и
замедления его выведения из кровотока [6—8].
Доклинические исследования ARC1779 в
моделях in vitro и ex vivo доказали его способ-
ность эффективно ингибировать фВБ-зависи-
мую адгезию тромбоцитов к коллагену и су-
бэндотелиальному матриксу сосудов, а также
фВБ-зависимую агрегацию в условиях высо-
ких скоростей сдвига. При этом ARC1779 не
влиял на агрегацию тромбоцитов, индуциро-
ванную такими агонистами, как АДФ и арахи-
доновая кислота. В модели тромбоза на обезь-
янах ARC1779 предотвращал образование окк-
люзивных тромбов после повреждения каро-
тидных артерий [6—8].
Первая фаза клинических испытаний ARC1779
проводилась в группе здоровых добровольцев
с целью оценки безопасности его внутривен-
ного введения и первичного исследования
фармакокинетики и фармакодинамики. Введе-
ние ARC1779 в дозах до 1 мг/кг (расчет доз для
ARC1779 проводился по массе олигонуклеоти-
да без учета массы ПЭГ) хорошо переносилось
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испытуемыми. Несмотря на дозозависимое уд-
линение времени кровотечения при стандар-
тизованном повреждении кожи, ни у одного
из добровольцев не наблюдалось геморраги-
ческих осложнений. В то же время в дозах
0,3—1,0 мг/кг, позволяющих достичь концент-
рации аптамера в плазме крови от 3 мкг/мл и
выше, у испытуемых наблюдалась практически
полная блокада активности циркулирующего
фВБ. Ингибирование активности фВБ сопро-
вождалось резким и насыщаемым (при высо-
ких дозировках) удлинением времени оста-
новки тока крови («closure time») через специ-
альный картридж, покрытый коллагеном и
АДФ, в приборе PFA (Platelet Function Analyzer,
анализатор функции тромбоцитов), что свиде-
тельствовало о подавлении фВБ-зависимых
реакций тромбоцитов. Благодаря защитным
модификациям аптамера и присоединению
20-кДа ПЭГ, время полужизни (t1/2) ARC1779
составило около 2 часов после болюсного вве-
дения (немодифицированные аптамеры обыч-
но выводятся из кровотока в течение 10—15
мин) [9].
Дальнейшие клинические испытания ARC1779
в рамках фазы II проводились по двум основ-
ным направлениям. Во-первых, в небольших
группах больных с редкими заболеваниями,
обусловленными патологически высокой ак-
тивностью фВБ, к которым относятся тромбо-
тическая тромбоцитопеническая пурпура
(ТТП) и болезнь Виллебранда 2b-типа. Повы-
шенная активность фВБ при ТТП обусловлена
появлением в кровотоке сверхкрупных муль-
тимеров этого белка в связи со снижением со-
держания протеазы ADAMTS-13, в нормальных
условиях разрушающей такие мультимеры [10],
а при болезни Виллебранда 2b-типа — мутаци-
ями в А1 домене белка, повышающими его
сродство к ГП Ib [11]. В обоих случаях это при-
водит к образованию внутрисосудистых тром-
боцитарных агрегатов/тромбов, образующих-
ся вследствие спонтанного взаимодействия
тромбоцитов с патологически активным фВБ,
и снижению числа циркулирующих тромбо-
цитов (тромбоцитопении). Введение ARC1779
таким больным показало его безопасность, в
том числе с точки зрения геморрагических ос-
ложнений, и эффективность ингибирования
аптамером активности патологически изме-
ненного фВБ у этих больных. В этих же иссле-
дованиях была продемонстрирована способ-
ность ARC1779 повышать количество тромбо-
цитов как при ТТП (у 5 из 7 включенных в ис-
следование пациентов), так и при болезни
Виллебранда 2b-типа (у всех трех обследован-
ных больных) [12, 13].
Второе направление клинических испыта-
ний ARC1779 было связано с изучением анти-
тромботических свойств ARC1779 в неболь-
шой группе больных (по 18 больных в группе
ARC1779 и контрольной группе), которым
проводили каротидную эндартерэктомию.
Практически все больные (как в группе
ARC1779, так и в контрольной группе) прини-
мали аспирин и/или дипиридамол. Было пока-
зано, что ингибирование активности фВБ на
фоне введения аптамера снижало количество
микроэмболизаций сосудов головного мозга
после проведения процедуры. Несмотря на хо-
роший общий профиль безопасности, у не-
скольких больных на фоне введения ARC1779
отмечалось повышение кровоточивости —
мелкие кровотечения у 6 и крупное кровотече-
ние у 1 из 18 испытуемых [14].
Все клинические исследования ARC1779
были проведены и опубликованы до конца
2012 г. Причины остановки дальнейших иссле-
дований остаются неясными. В частности, бы-
ли прерваны испытания аптамера при прове-
дении каротидной эндартерэктомии и так и не
были начаты запланированные испытания у
больных с инфарктом миокарда при проведе-
нии чрескожных коронарных вмешательств
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(ЧКВ). Так как в уже проведенных исследова-
ниях была убедительно показана возможность
ингибирования активности фВБ с помощью
аптамера ARC1779, а с точки зрения безопасно-
сти его введение не вызывало серьезных воп-
росов, можно предположить, что остановка ра-
бот по этому препарату была, скорее всего, обу-
словлена фармакоэкономическими соображе-
ниями. Таким образом, на сегодняшний день ан-
титромботические эффекты блокирования вза-
имодействия фВБ с тромбоцитами (как аптаме-
рами, так и другими ингибиторами) остаются
по-прежнему не изученными в рамках широких
клинических исследований (фазы IIb и III).
Аптамер против фактора IX
Фактор IX, как и другие протеазы свертыва-
ющего каскада, присутствует в крови в виде не-
активного профермента (зимогена). Активация
фактора IX осуществляется активированным
фактором XI (внутренний или контактный
путь активации свертывания) или активиро-
ванным фактором VII в комплексе с тканевым
фактором (ТФ) (внешний путь активации свер-
тывания или путь ТФ). Главная функция факто-
ра IX в системе коагуляции крови — активация
фактора X. Активированный фактор IX на по-
верхности отрицательно заряженных фосфо-
липидов (предоставляемых в основном активи-
рованными тромбоцитами) образует с факто-
ром X и при участии активированного фактора
VIII (кофактора) и ионов кальция так называе-
мый внутренний (intrinsic) теназный (X-азный)
комплекс (внешний теназный комплекс фор-
мируется фактором X и активированным фак-
тором VII). Образующийся при работе теназ-
ных комплексов активированный фактор X, в
свою очередь, катализирует превращение про-
тромбина в тромбин [15].
RB006 (пегнивакоджен, «pegnivacogen») пред-
ставляет собой модифицированный РНК оли-
гонуклеотид, состоящий из 31 нуклеотида и за-
щищенный с 3’-конца инвертированным дезо-
кситимидином. К 5’-концу олигонуклеотида
для его защиты и увеличения общей массы мо-
лекулы присоединен 40 кДа ПЭГ (масса немо-
дифицированного аптамера ~ 10 кДа). RB006
предлагается применять в клинической прак-
тике вместе с его антидотом — RB007 (анива-
мерсен, «anivamersen»), комплементарным
олигонуклеотидом (15 нуклеотидных остат-
ков), который используется для контролируе-
мого прекращения действия RB006. RB006 и
RB007 совместно называют REG1-антикоагу-
лянтной системой [16].
В доклинических исследованиях было про-
демонстрировано, что аптамер против факто-
ра IX как in vitro, так и при введении лабора-
торным животным удлиняет время свертыва-
ния в тестах: активированное частичное тром-
бопластиновое время (АЧТВ) и активирован-
ное время свертывания (АВС), т. е. в тестах вну-
треннего пути, но не влияет на время сверты-
вания в тесте протромбинового времени (ПВ),
т. е. в тесте внешнего ТФ-зависимого пути. Так-
же было установлено, что введение антидота
(комплементарная последовательность) пол-
ностью блокирует действие антиIX-аптамера.
В этих исследованиях аптамер против факто-
ра IX с условным названием 9.3t. Этот аптамер
имеет сходную с RB006 олигонуклеотидную
последовательность, но содержит на 5’-конце
не высокомолекулярный ПЭГ, а холестерин
[17, 18].
Первая фаза клинических исследований
REG1-системы (исследование Regado 1a), про-
водимая на здоровых добровольцах, проде-
монстрировала безопасность ее применения,
эффективность подавления активности IX-фа-
ктора с помощью RB006 и возможность блоки-
ровки его действия с помощью RB007. Введе-
ние RB006 в виде однократного болюса в дозах
до 90 мг (для RB006 дозировки рассчитыва-
лись по общей массе препарата с учетом 40
кДа ПЭГ) сопровождалось дозозависимым уд-
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линением АЧТВ — до 3 раз при максимальных
дозировках. В связи с присоединением круп-
ного 40 кДа ПЭГ RB006 достаточно медленно
выводился из кровотока — t1/2 ~ 10 час. Одна-
ко введение RB007 через 3 часа после введения
RB006 (в двукратных весовых дозировках по
сравнению с RB006) контролируемо блокиро-
вало действие последнего и приводило к вос-
становлению нормальных значений АЧТВ [16].
Аналогичные результаты были получены и в
рамках фазы 1b, выполненной на больных со
стабильной стенокардией, получавших (в от-
личие от добровольцев) стандартную одинар-
ную или двойную антитромбоцитарную тера-
пию. Введение RB006 в дозах до 75 мг/кг хо-
рошо переносилось пациентами, и ни у одно-
го из них не было зафиксировано крупных
геморрагических осложнений. RB006 дозоза-
висимо удлинял АЧТВ и АВС, а RB007 полно-
стью блокировал активность основного апта-
мера [19].
Вторая фаза клинических испытаний систе-
мы REG1 была выполнена в группе больных с
ИБС, которым проводилось ЧКВ. Введение
RB006/RB007 сравнивали по показателям без-
опасности и эффективности с введением гепа-
рина. В небольшую 2а-фазу было включено 26
стабильных больных, которым проводилось
плановое ЧКВ. Основную группу составили 22
пациента, которые получали RB006 и RB007, а
контрольную группу — 4 пациента, получав-
шие в качестве антикоагулянтной терапии
нефракционированный гепарин. В качестве
антитромбоцитарной терапии все пациенты
получали аспирин и клопидогрел, а первые 2
пациента, которым вводился аптамер, в целях
усиления антитромботической терапии (на
фоне отсутствия гепарина) еще и антагонисты
ГП IIb-IIIa. Исследования показали безопас-
ность болюсного введения RB006 в дозе 1 мг/кг
непосредственно перед выполнением ЧКВ в
двух вариантах последующего ингибирования
его действия с помощью RB007 — (1) частич-
ное ингибирование после проведения ЧКВ +
полное ингибирование через 4 часа после ЧКВ
и (2) полное ингибирование сразу после ЧКВ
[20]. В 2b-фазу (исследование RADAR) было
включено 640 пациентов с ОКС без подъема
сегмента ST. Все больные получали адекватную
антитромбоцитарную терапию (аспирин, ан-
тагонисты P2Y12-рецепторов АДФ и часть
больных — антагонисты ГП IIb-IIIa). Всем па-
циентам проводилась ангиография с установ-
кой катетера через бедренный доступ и боль-
шинству больных — первичное ЧКВ — 59% в
основной группе (RB006/RB007) и 69% в конт-
рольной группе (применение гепарина). Ос-
тальных больных лечили медикаментозно без
применения первичных инвазивных проце-
дур. RB006 вводили в дозе 1 мг/кг (ингибиро-
вание активности фактора IX ≥ 95%) непо-
средственно перед проведением ангиогра-
фии/ЧКВ (n = 479), а после процедуры боль-
ных разделяли на 4 подгруппы, в которых дей-
ствие RB006 подавлялось на 25%, 50%, 75% и
100% введением RB007. В контрольную группу
(применение гепарина) был включен 161 па-
циент. Было установлено, что блокада RB006
на 50% и более позволяет достичь снижения
частоты кровотечений до уровня контрольной
группы (применение гепарина). Частота тром-
ботических осложнений в течение 30 дней в
группе RB006/RB007 (все подгруппы) была не-
сколько ниже, чем в группе гепарина, однако
эти отличия не достигали достоверного уров-
ня — 3,0% и 5,1% соответственно (p = 0,1). К
важным наблюдениям этого исследования сле-
дует отнести регистрацию 3 случаев развития
аллергических осложнений среди больных,
получавших RB006 [21].
Третья фаза клинических испытаний REG1-
системы (исследование REGULATE-PCI) прово-
дилась в группе больных с ИБС, которым вы-
полнялись ЧКВ. В исследование включались
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больные со стабильной стенокардией (около
половины), нестабильной стенокардией (око-
ло 30%), а также больные, недавно перенесшие
инфаркт миокарда (больные с острым ин-
фарктом в исследование не включались). Па-
циенты были рандомизированы по двум груп-
пам. Основная группа получала RB006 в дозе 1
мг/кг перед ЧКВ (ингибирование активности
фактора IX > 99%) и RB007 в дозе, блокирую-
щей действие RB006 на 80%, сразу после про-
ведения процедуры, а контрольная группа по-
лучала в качестве антикоагулянта бивалирудин
(прямой ингибитор тромбина) в стандартной
дозировке. Практически все больные получали
аспирин и антагонисты P2Y12-рецепторов
АДФ и небольшая часть больных — антагони-
сты IIb-IIIа по экстренным показаниям. Иссле-
дование было досрочно остановлено после
включения в основную и контрольную группы
приблизительно по 1600 пациентов (всего
около 3200 вместо запланированных 13200) в
связи с развитием опасных аллергических ре-
акций у 10 пациентов (0,6%) в группе REG1 по
сравнению с 1 пациентом (0,06%) в группе би-
валирудина. Среди обследованных больных
количество основных конечных точек
(смерть, инфаркт миокарда, инсульт, повтор-
ная реваскуляризация) в течение 3 дней после
ЧКВ было приблизительно одинаковым в обе-
их группах — 7% и 6% в группе REG1 и бивали-
рудина соответственно. При этом общая час-
тота зарегистрированных кровотечений
(крупных и мелких) была достоверно выше в
группе REG1 (6%, n = 104) по сравнению с
группой бивалирудина (4%, n = 65), хотя час-
тота крупных кровотечений в связи с их не-
большим количеством достоверно не отлича-
лась (n = 7 и n = 2 в группах REG1 и бивалиру-
дина соответственно) [22].
Последующие исследования патогенеза ал-
лергических реакций, потребовавших оста-
новки исследования REGULATE-PCI (см. выше),
показали, что их развитие было обусловлено
наличием у части пациентов предсуществую-
щих антител против ПЭГ (не реагирующих с
олигонуклеотидной частью RB006). Относи-
тельно высокую частоту серьезных аллергиче-
ских реакций при применении RB006 по срав-
нению с другими пегилированными фарма-
цевтическими продуктами связывают с одно-
временным введением высокой дозы ПЭГ при
использовании этого модифицированного ап-
тамера. Учитывая, что 40-кДа ПЭГ составляет
80% от общей массы RB006 (на неиммуноген-
ный 10-кДа олигонуклеотид приходится лишь
20% массы), введение препарата в дозе 1 мг/кг
соответствует попаданию в кровоток прибли-
зительно 64 мг ПЭГ (при весе пациента 80 кг)
и достижению его концентрации в плазме
около 20 мкг/мл [23, 24].
Таким образом, относительно высокая час-
тота серьезных аллергических реакций, отсут-
ствие преимуществ по показателям антитром-
ботической эффективности и большая частота
кровотечений по сравнению с бивалирудином
очевидно указывают на бесперспективность
дальнейших исследований пегилированного
аптамера RB006 (пегнивакоджена) против фа-
ктора IX и его антидота RB007 (анивамерсена).
Аптамеры против тромбина
Тромбин — это главный протеолитический
фермент свертывающего каскада, образую-
щийся из своего неактивного предшественни-
ка протромбина в результате воздействия ак-
тивированного фактора X. Образование тром-
бина происходит при работе протромбиназ-
ного комплекса, который формируется из
протромбина, активированного фактора X и
активированного фактора V (кофактора) на
поверхности отрицательно заряженных фос-
фолипидов и при участии ионов кальция.
Тромбин катализирует две реакции, играющие
ключевую роль в процессе остановки кровоте-
чений (гемостаза) и внутрисосудистого тром-
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бообразования, — превращение фибриногена
в фибрин и активацию, а также агрегацию
тромбоцитов, содержащих на своей поверхно-
сти PAR-рецепторы тромбина (Protease
Activated Receptor – рецепторы, активируемые
протеазами). Оба субстрата тромбина в этих
реакциях — и фибриноген, и PAR-рецептор —
связываются в его составе с экзосайтом 1, и
уже затем в результате протеолитического
действия активного (каталитического) центра
фермента и отщепления от субстратов соот-
ветствующих пептидов происходит образова-
ние фибрина из фибриногена и активация
PAR-рецепторов [25]. Анти-
коагулянтные препараты,
относящиеся к классу пря-
мых ингибиторов тромби-
на, блокируют или только
активный центр (дабиган-
тан и аргатробан), или ак-
тивный центр и экзосайт 1
(бивалирудин) [26].
Аптамеры против тром-
бина, способные ингиби-
ровать его функциональ-
ную активность, были опи-
саны еще в 1992 г. Боком
(Bock) и соавт. [27]. Полу-
ченный в этой работе ДНК-
аптамер состоял из 15 нук-
леотидов (последователь-
ность — 5’-GGTTGGTGTG-
GTTGG-3’) и получил на-
звание 15TBA (TBA —
Thrombin Binding Aptamer,
связывающийся с тромби-
ном аптамер, другие назва-
ния — 15-mer, HD1). Апта-
мер 15TBA имеет в своем
составе структуру G-квад-
руплекса, две Т-Т— и одну
T-G-T-петли (рис. 1а). Он
связывается с экзосайтом 1 тромбина с помо-
щью двух малых T-T-петлей. Благодаря этому
связыванию 15TBA ингибирует взаимодейст-
вие экзосайта 1 с субстратами тромбина — фи-
бриногеном и PAR-рецепторами и, соответст-
венно, ингибирует образование фибрина из
фибриногена и индуцируемую тромбином ак-
тивацию и агрегацию тромбоцитов. При этом
в отличие от других известных ингибиторов
тромбина (см. выше) он не влияет непосредст-
венно на активный (каталитический) центр
фермента [28—31]. Возможность подавления
функции тромбина аптамером 15TBA была
РИСУНОК 1. Структура антитромбиновых 
ДНК-аптамеров — 15TBA (а) и RE31 (б)
Штриховые линии — водородные связи
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продемонстрирована не только in vitro, но и in
vivo в моделях на экспериментальных живот-
ных [32, 33].
Антитромбиновый аптамер 15TBA и два
других аптамера против экзосайта 1 с похо-
жими свойствами, 15-звенный аптамер
ARC183 и 26-звенный аптамер второго поко-
ления ARC1172 (NU172), были протестирова-
ны в рамках первой фазы клинических испы-
таний в группах здоровых добровольцев.
Впоследствии эти аптамеры планировалось
использовать в качестве быстрообратимых ан-
тикоагулянтов (не модифицированные апта-
меры после прекращения инфузии выводятся
из кровотока в течение 10—15 мин) при про-
ведении операций аортокоронарного шунти-
рования (АКШ). Исследования показали отно-
сительную безопасность введения аптамеров
и возможность достижения с их помощью
высокого уровня антикоагуляции. Однако до-
зировки аптамеров для поддержания антико-
агулянтного эффекта были крайне велики [4].
Тем не менее для аптамера NU172 была ини-
циирована вторая фаза клинических иссле-
дований в группе пациентов, которым прово-
дилась операция АКШ. Главной целью этой
фазы была проверка безопасности и первич-
ной эффективности на пациентах. Несмотря
на то что эту фазу планировалось завершить
еще в 2013 г., до настоящего времени (начало
2017 г.) никаких результатов исследования до-
ложено не было (см. — http://ClinicalTrials.gov
identifier: NCT00808964). В связи с этим мож-
но предположить, что испытания аптамера
были либо временно, либо окончательно ос-
тановлены.
В Российском кардиологическом научно-
производственном комплексе МЗ РФ в пос-
ледние годы совместно с НИИ физико-хими-
ческой биологии МГУ проводятся работы по
созданию антикоагулянта из класса прямых
ингибиторов тромбина на основе ДНК-апта-
мера, получившего условное название RE31.
Этот аптамер состоит из 31 нуклеотида и,
кроме характерных для 15TBA аптамера G-
квадруплексной структуры, двух T-T— и од-
ной T-G-T-петлей, содержит также шарнир-
ную область, соединенную с 5 парами комп-
лементарных оснований (дуплексная об-
ласть), симметрично расположенными отно-
сительно центрального квадруплекса (рис.
1б) [30, 34]. Изучение структуры комплекса
RE31 с тромбином показало, что его связыва-
ние с белком идет по тому же механизму, что
и 15TBA: через малые петли Т-Т — и с участи-
ем тех же аминокислотных остатков со сто-
роны тромбина [30]. Однако RE31 существен-
но эффективнее, чем 15TBA, ингибирует про-
тромботические реакции тромбина — ката-
лизируемое тромбином образование фибри-
на из фибриногена (тесты — тромбиновое
время, протромбиновое время и АЧТВ) и
тромбин-индуцированную агрегацию тром-
боцитов [31, 34, 35]. Эти данные указывают на
то, что наличие шарнирного и дуплексногого
участка в RE31 очевидно повышает сродство
и ингибирующую активность аптамера по от-
ношению к тромбину. В качестве лекарствен-
ного средства предлагается использовать мо-
дифицированный вариант RE31 с защищен-
ными концевыми нуклеотидами и содержа-
щий присоединенный по 5’-концу ПЭГ [36]. В
ходе проведения доклинических исследова-
ний модифицированного RE31 в модели
тромбоза на крысах была показана принци-
пиальная возможность подавления артери-
ального тромбообразования с помощью это-
го аптамера [37]. Таким образом, модифици-
рованный антитромбиновый аптамер RE31
является перспективной молекулой для созда-
ния на его основе эффективного антикоагу-
лянта — прямого ингибитора тромбина для
внутривенного введения.
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